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RESUMO

As enzimas glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-&-lactonase (GL), presentes em
células da bactéria Zymomonas mobilis, t€m a capacidade de catalisar a formacdo de acido
lactobionico (AL), ou seus sais, e sorbitol utilizando lactose e frutose como substratos. O AL e o
lactobionato de sodio t€ém importantes aplicagdes na area médica e na industria de cosméticos.
As enzimas GFOR e GL apresentam suas maiores atividades em pH 6,4, por esta razdo, durante a
produ¢do do AL ha a necessidade de corrigir o pH do meio a fim de manté-lo em torno deste
valor. A separacdo do acido lactobidonico por eletrodidlise ¢ possivel, uma vez que esta
substancia € o tinico componente i6nico da bioconversdo. O processo de remocao do AL durante
o processo de formacgdo pode ser vantajoso, pois tornaria desnecessaria a adi¢do de base ao meio
reacional, além de otimizar e desonerar o processo de purificacdo. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a viabilidade da utilizagao da técnica de eletrodialise (ED) como alternativa para
separacao do acido lactobionico de solugdes contendo lactose, frutose e sorbitol, provenientes de
processo biotecnologico catalisado pela enzimas GFOR e GL de Z. mobilis. Foram utilizadas
membranas lonics” anidnica AR204-SZRA e catidnica CR67-HMP com 1lcm? de érea
permeante. Os ensaios foram realizados em um sistema de ED de trés compartimentos de 120mL
de volume cada. No compartimento intermediario foi alimentada a solugdo ou o meio de
bioconversao contendo o acido lactobidnico, enquanto os compartimentos anddico e catodico
continham solugdo de NaCl (20g.L™"). A passagem dos eletrolitos através das membranas foi
acompanhada indiretamente pela medida da condutividade elétrica e, também, pela concentragao
de AL e das demais substancias presentes no meio de bioconversao, as quais foram determinadas
por cromatografia em fase liquida (HPLC). Com densidade de corrente elétrica constante, a
diferenga de potencial (ddp) elétrica aplicada variava ao longo do tempo. Deste modo, a fim de
evitar um aumento excessivo da ddp e um conseqiiente aumento na resisténcia elétrica do
sistema, que poderia ocasionar uma polarizagdo por concentragao, optou-se por operar o sistema
com diferenga de potencial constante. A melhor condig¢do foi determinada pela variagao da ddp
(5, 15,30 e 60V) ao longo do tempo, para diferentes concentragdes de acido lactobidnico (1, 5,
10, 20 e 30g.L"). A partir dos resultados percentuais de recuperagdo de AL, da velocidade
maxima de reducdo da condutividade e da resisténcia aparente do sistema, a melhor ddp para
operagao do sistema de ED foi determinada em 15V. Nesta condi¢do, a recuperacao de acido
lactobionico cristalizado com solvente organico (ALC), utilizado como padrdo, presente na
concentragdo de 20g.L", foi de 38,7% em 250min de ensaio. Quando comparada a uma solug¢do

padrao contendo todos os componentes presentes na bioconversao (lactose, frutose e sorbitol) a
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recuperagdo foi afetada pela presenga das substancias ndo idnicas e a eficiéncia de recuperagao
de ALC decresceu para 16,2%. O mesmo comportamento foi observado quando o teste foi
realizado com um meio de bioconversdo real diluido e previamente submetido a tratamento de
microfiltracdo para remocdo de impurezas, em que a recuperacdo foi de 14%. Apesar da
eficiéncia relativamente baixa, em razao das limita¢des do sistema de ED utilizado, os resultados
na permeac¢ao do acido lactobidnico podem ser considerados satisfatorios. Maiores eficiéncias de
recuperagao poderiam ser obtidas com o aumento da area permeante, seja aumentando a area de
membrana ou o numero de compartimentos do sistema de eletrodialise. Os resultados sugerem
que a recuperacdo de dacido lactobidnico por eletrodidlise, simultaneamente ao processo
biotecnolédgico de producao, pode ser viavel uma vez que o custo envolvido com a aplicagao

desta técnica ¢ justificado pelo alto valor agregado do produto.
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ABSTRACT

Glicose-fructose oxidoreductase (GFOR) and glicono-o-lactonase (GL) enzymes are present in
Zymomonas mobilis bacteria cells. These enzymes are capable to catalyze lactobionic acid (AL)
formation (or formation of its correspondent salts) together with sorbitol from lactose and
fructose. Lactobionic acid and sodium lactobionate have important applications in medical area
and cosmetic industry. GFOR and GL enzymes present higher activity at pH 6.4, thus being
necessary correction of pH medium during AL formation process, in order to maintain pH
around 6.4. Lactobionic acid separation using electrodialysis is possible since this acid is the
only ionic component in bioconversion. Extraction of AL simultaneously to its formation could
be advantageous since addition of alkali to the reaction medium would be unnecessary, besides
optimizing and making less expensive the purification process. This work aims to evaluate the
technical viability by utilizy electrodialysis (ED) technique as an alternative to separate
lactobionic acid, from solutions containing lactose, fructose, and sorbitol, produced by
biotechnological processes catalyzed by GFOR and GL of Z. mobilis. lonics® membranes were
used in this study, with AR204-SZRA specification for anion exchange membrane and CR67-
HMP specification for cation exchange membrane, with 11cm? of permeating area for each one.
Experiments were performed in a three-compartment ED stack with 120mL of volume each.
Intermediate compartment received feed solution or bioconversion medium containing
lactobionic acid, whilst anodic and cathodic compartments contained a sodium chloride solution
(20gL™). Electrolytes passage through the membrane was indirectly observed by measuring
conductivity in the intermediate compartment. Lactobionic acid concentration, as well as
concentration of other substances present in bioconversion medium, was determined by high
performance liquid chromatography (HPLC). When using a constant current density, the applied
voltage presented variation along the time. Thus, in order to avoid excessive increase of voltage
and consequently an increase of electrical resistance of the system — that would result in
concentration polarization — it was chosen to operate the system with a constant voltage. The
best condition for the system was determined combining different voltages (5, 15, 30 ad 60V)
with different lactobionic acid concentrations (1, 5, 10, 20 and 30gL™"). From lactobionic acid
recovery results, maximum conductivity decreasing velocity, and apparent resistance of the
system, the best voltage for the system operation was determined as 15V. Under this condition,
crystallized lactobionic acid (ALC) recovery from a 20gL™" standard solution was 38.7% in a

250min experiment. When compared to a standard solution containing all bioconversion
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components (lactose, fructose and sorbitol) the recovery was affected due to the presence of non-
ionic substances, thus ALC recovery efficiency decreased to 16.2%. The same behavior was
observed when the test was performed using a real diluted bioconversion medium, previously
treated by micro-filtration for removal of impurities. Under these conditions, recovery was 14%.
Despite relatively low efficiency due to the limitations of ED system used, the results of
lactobionic acid permeation can be considered satisfactory. Higher recovery efficiencies could be
obtained by increasing permeating area, either increasing membrane area or increasing the
number of compartments in electrodialysis stack. The results suggest that lactobionic acid
recovery using electrodialysis simultaneously to the biotechnological process of production can
be feasible, since the costs involved with the application of this technique are justified by the

added value of the product.
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1. INTRODUCAO

Sorbitol e acido gliconico podem ser formados, em altos rendimentos, por processo
biotecnologico catalisado pelas enzimas glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-&-
lactonase (GL) presentes no periplasma de células previamente cultivadas da bactéria anaerdbia
Zymomonas mobilis. Nesse processo sdao geradas quantidades equimolares dos produtos,
tornando-se um aspecto inconveniente para aplicacdo industrial desse sistema enzimdtico em
virtude do mercado para o sorbitol ser muito maior que o do 4cido gliconico e de seus sais.

Estudos mais recentes mostraram que o complexo GFOR/GL tem a capacidade de
catalisar a formacdo de outros acidos e sais organicos, alternativos ao acido gliconico e
gliconatos, que poderiam compor um conjunto de produtos que proporcionariam um balango de
producdo compativel com a demanda comercial do sorbitol. Entre os novos produtos obtidos
destacam-se o 4cido lactobidnico (AL) e seus sais, que tém importantes aplicagdes na area
médica e na industria de cosméticos. Considerando essa abordagem, a pesquisa realizada no
Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul demonstrou a viabilidade técnica da
utilizagdo de células permeabilizadas de Z. mobilis como agentes de bioconversdao de misturas de
frutose e lactose em sorbitol e &cido lactobidnico, respectivamente.

Um aspecto importante do processo biotecnoldgico ¢ a etapa de separagdo, que na
maioria das vezes torna-se mais dispendiosa do que as etapas envolvidas na producdo dos
bioprodutos, tornando o processo invidvel. A técnica de eletrodialise (ED) tem sido utilizada na
separacdo de diferentes produtos formados em processos biotecnoldgicos por possibilitar que
purificagdo e concentracdo dos produtos sejam realizadas em uma Unica etapa.

Na literatura, encontram-se diversos estudos onde a ED ¢ utilizada para separar acidos
organicos resultantes de processos biotecnologicos, dentre eles, o 4cido gliconico produzido por

Z. mobilis. Neste processo o acido gliconico ¢ removido continuamente do meio reacional por
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ED, facilitando controle do pH do processo e observando-se uma melhor estabilidade da enzima
(GFOR/GL). Com relagao ao acido lactobidnico, ndo sdo descritos na literatura trabalhos que
relatem a utilizacdo desta técnica para a sua separagao.

Face as caracteristicas da reacdo que envolve o uso de dois substratos, a lactose e a
frutose, e a formagao de dois produtos, o sorbitol e o acido lactobidnico, sendo esse ultimo a
unica espécie ionica presente, a ED apresentou-se como uma técnica de separagdo adequada.
Considerando-se ainda o alto valor comercial do acido lactobidnico, que permite a inclusdo de
técnicas mais sofisticadas em seu processo de producao.

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar a viabilidade da utilizagdo da técnica de
eletrodidlise como alternativa para separacao do acido lactobidnico de solugdes contendo lactose,
frutose e sorbitol, provenientes de processos biotecnoldgicos catalisados por enzimas de Z.
mobilis.

Os objetivos especificos foram os seguintes:

- estudar o sistema de eletrodidlise com intensidade de corrente constante para a separagao
do 4cido lactobionico em solugdo padrao;

- avaliar a separacdo do acido lactobidnico de solucdo padrio por eletrodialise conduzida
com diferenga de potencial constante;

- avaliar a separacdo de acido lactobidnico presente em solu¢des padrdo, contendo os
substratos e produtos do processo biotecnoldogico de produgdo com a bactéria
Zymomonas mobilis;

- separar o acido lactobidnico do sorbitol e substratos (frutose/lactose) presentes no meio

de bioconversao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, ¢ apresentada uma revisdao dos principais trabalhos encontrados na
literatura envolvendo o uso do sistema enzimdtico glicose-frutose oxidorredutase (GFOR)/
glicono-&-lactonase (GL) de Z. mobilis para a obtengdo de bioprodutos e, ainda, generalidades

sobre a técnica de eletrodialise, incluindo algumas de suas aplicagdes.

2.1. Producao biotecnologica de acido lactobiénico e sorbitol

Na década de 80, no decorrer de estudos sobre a utiliza¢ao de diferentes carboidratos por
Z. mobilis, Viikari (1984) e Leigh et al. (1984) verificaram a capacidade dessa bactéria de
produzir sorbitol e acido gliconico, quando sacarose ou uma mistura de frutose e glicose eram
utilizadas como substrato de fermentag¢ao. A elucidacdo do mecanismo bioquimico de produgao
de sorbitol e acido gliconico por Z. mobilis deve-se a Zachariou & Scopes (1986), que
identificaram as enzimas glicose-frutose oxidorredutase (GFOR) e glicono-&-lactonase (GL).

A descoberta desse sistema enzimatico resultou no desenvolvimento de novos processos
tecnoldgicos de obtengdo de sorbitol e 4cido gliconico (Chun & Rogers, 1988; Rehr et al., 1991;
Silveira et al., 1999). Esses processos, apesar de levarem a concentragdes finais de sorbitol e
acido gliconico superiores a 300g.L”', com rendimentos proximos a 100%, tém como
desvantagem o fato de os produtos serem formados em base equimolar, o que ¢ inconveniente
em virtude da demanda comercial de sorbitol ser muito maior que a do 4cido gliconico e seus
sais derivados.

Na Figura 1 estdo representados a via de Entner-Doudoroff e o mecanismo de formagao
do sorbitol, gliconato e etanol a partir de glicose e frutose como substratos pela bactéria Z.

mobilis.
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Figura 1: Mecanismo de formagao do etanol, sorbitol e gliconato a partir de glicose e frutose pela bactéria

Z. mobilis (Silveira & Jonas, 2002).

A bactéria Z. mobilis utiliza o caminho anaerdbio da via Entner-Doudoroff para

degradar uma molécula de glicose em etanol e CO,. Quando altas concentragdes de glicose ¢

frutose sdo utilizadas como fonte de carbono, sorbitol, etanol e acido gliconico sdo produzidos

(Silveira & Jonas, 2002).

Hardman & Scopes (1988) demonstraram que o mecanismo de a¢do da GFOR ¢

classificado como “ping-pong”, onde a GFOR ¢ responsavel pela reducdo de frutose a sorbitol

concomitantemente com a oxidacao de glicose a gliconolactona, utilizando NADP (nicotinamida

adenina dinucleotideo fosfato) como co-fator. Na seqiiéncia, gliconolactona ¢ convertida a acido

gliconico pela enzima glicono-6-lactonase (GL). Em condigdes normais de metabolismo celular,

o acido gliconico retorna a via de Entner-Doudoroff para producdo de etanol (Silveira & Jonas,

2002).
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A equagdo cléssica para a cinética “ping-pong” (Hardman & Scopes, 1988) é:

4
T
1+—L4-%
F G

onde:

v=velocidade molar da rea¢do (mol.L".h™)
V= velocidade maxima da rea¢do (mol.L".h™")
k = parametro relativo a frutose (mol.L™")

k ¢— parametro relativo a glicose (mol.L™")

F = concentragio molar de frutose (mol.L™")

G = concentragdo molar de glicose (mol.L™)

A produgao de acido gliconico e sorbitol pode ser obtida em altas concentragdes e com
baixa formacao de etanol, utilizando-se células permeabilizadas de Z. mobilis na bioconversao de
frutose e glicose nesses produtos. Em células permeabilizadas, o metabolismo normal da bactéria
¢ inviabilizado (Figura 2) pela perda de metabolitos essenciais através dos poros formados, mas

a atividade da GFOR/GL ¢ mantida (Silveira & Jonas, 2002).
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Figura 2: Esquema da rota empregada pela Z. mobilis na

producdo de sorbitol e acido gliconico com células
permeabilizadas (Ferraz, 1999).
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Satory et al. (1997) mostraram que a enzima glicose-frutose oxidorredutase purificada
tem a capacidade de oxidar, além da glicose, sete outras aldoses, levando a formacdo dos
respectivos acidos organicos, dentre eles o acido lactobionico, a partir da lactose. Esse trabalho
abriu novas perspectivas para o processo de bioconversdo catalisado por células contendo as
enzimas GFOR e GL, como demonstra Malvessi et al. (2002). Através da identificacdo de
substratos alternativos a glicose seria possivel compor um conjunto de produtos (4cidos organicos
e seus diferentes sais) que proporcionariam um balango de produg¢do compativel com a demanda
comercial do sorbitol. Utilizando células de Z. mobilis em processo de bioconversdo, Carra et al.
(2003) obtiveram concentragdes de acido lactobidnico e sorbitol proximas a 200g.L™, com
rendimentos acima de 85%, comprovando as conclusdes de Satory et al. (1997) também em
condi¢cdes de bioconversao.

O 4cido lactobidnico (Figura 3) e seu sal sodico (lactobionato de sodio) t€ém grande
importancia na area médica, ja que, devido as suas propriedades quelantes, sdo utilizados na
formulagdo de solugdes de conservagdo de oOrgdos a serem transplantados, pois inibem a

formacao de radicais livres e mantém o tecido vivo por até 48h (Sumimoto & Kamada, 1990).

HO

CHOH o o OH,_ fp
OH
O
HO OH OH

CH,OH

Figura 3: Estrutura quimica do &cido lactobidnico
(Kansai Window, 2002).

O 4cido lactobidnico ¢ composto de uma molécula de galactose — agucar quimicamente
neutro utilizado na sintese de colageno e na migracao celular, com poder cicatrizante — e outra de
acido gliconico, encontrado naturalmente na pele e que apresenta grande capacidade de reter
agua. Assim, em razdo de suas propriedades (hidratante, cicatrizante e anti-radicais livres), o

acido lactobidnico e sua lactona passaram a ser utilizados em varias formulagdes de cosméticos
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(Grimes et al. 2004). Adicionalmente, o acido lactobidonico possui a vantagem de ndo ser
fotossensivel, podendo ser utilizado durante o verdo, sob exposicao da luz solar.

Ferraz et al. (2001) mostraram que o acido gliconico, obtido por via biotecnoldgica com
Z. mobilis, pode ser separado do sorbitol por eletrodialise (ED). O sistema de ED acoplado ao
processo de bioconversdao proporcionou uma maior estabilidade do complexo enzimatico
GFOR/GL, tornando desnecessaria, ainda, a adi¢do de base ao meio para o controle do pH.
Tendo em vista o alto valor do acido lactobionico, a ED poderia ser empregada durante a sua
producao.

A producdo de sorbitol e acido lactobidnico por GFOR/GL de Z. mobilis, assim como
em qualquer reagdo enzimatica, tem a velocidade de conversdo de mistura de frutose e lactose
significativamente reduzida quando concentragdes muito baixas dos substratos encontram-se

presentes no meio, conforme ¢ ilustrado na Figura 4 (Silveira, 2003).
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Figura 4: Velocidade especifica de formacgdo do
acido lactobionico em relagdo a wvariagdo da
concentragdo de frutose e lactose, com concentragdo
celular de 4g.L"', temperatura de 39°C; pH 6,4 e
tempo de reagdo de 30min.

Figura 5: Variacdo da concentracdo de acido
lactobidnico e da produtividade em fungdo do tempo
para concentragdo inicial de lactose e frutose de
0,7mol.L"'; concentragio celular de 25g.L";
temperatura de 39°C e pH 6,4.

Com GFOR, em especial, em razdo da baixa afinidade pelos substratos e do alto

valor da constante de Michaelis-Menten (Km), tem-se que as velocidades maximas praticas

sdo atingidas com concentragdes de frutose e lactose da ordem de 0,7mol.L"' de cada agucar.
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Com isso, no decorrer do processo de produgdo, ¢ a medida que as concentragdes de
substratos decrescem, a velocidade global e, em decorréncia, a produtividade sdo fortemente
afetadas (Figura 5). Portanto, para alcancar as maximas velocidades reacionais nesse sistema,
¢ necessaria a presenca de concentracdes elevadas de substratos (Silveira, 2003).

No entanto, para obten¢do de uma boa produtividade, € preciso que o processo seja
interrompido nas suas primeiras horas, tornando-o inviavel, técnica ou economicamente, a
menos que os substratos remanescentes possam ser reintroduzidos no sistema apds a remogao
dos produtos (Silveira, 2003).

Uma alternativa tecnicamente viavel para separacdo dos produtos ¢ a utilizagdo da
eletrodidlise em conjunto a cromatografia liquida. O acido lactobidnico, Unico componente
i0nico presente no sistema, seria removido por eletrodidlise em um sistema on-line ao
processo de bioconversdo. Sorbitol seria separado por cromatografia liquida, com o reciclo

dos substratos, lactose e frutose, para o biorreator (Pedruzzi & Rodrigues, 2006).



Xx1i1

2.2. Eletrodialise (ED)

A técnica de ED foi desenvolvida, inicialmente, para dessalinizacdo de aguas na
Europa e Estados Unidos e para extra¢do de sal da d4gua do mar no Japdo. Com o crescente
desenvolvimento de novos materiais e da técnica, a ED tem sido aplicada na remog¢do de
espécies i0nicas de solugdes aquosas em situagdes como dessalinizagdo de agua salobra,
concentragdo e dessalinizacdo da dgua do mar e dessalinizagdo de 4guas de torres de
resfriamento (Scott, 1995; Strathmann, 2001).

Na industria de alimentos, a ED ¢ largamente empregada por possibilitar a separa¢dao
de eletrdlitos e nao eletrélitos em processos como a desmineralizagdo de vinhos (Heimoff,
1996), a neutralizagdo 4cida de sucos de frutas (Calle ef al., 2002) e a desmineralizagdo do
soro do leite (Porter, 1990). Modificada, a ED também ¢ utilizada para separar misturas de
aminoacidos e proteinas (Bobreshova et al., 2002; Elisseeva et al., 2002) e na producdo de
acidos e bases, a partir de seus sais correspondentes dissociados em agua, quando associada a
corrente elétrica com membranas bipolares (Novalic et al., 1997).

A tecnologia de membranas tem-se mostrado como uma excelente alternativa aos
processos convencionais de separacdo, especialmente no caso de produtos com elevado valor
de mercado. Os principais processos de separagdo que utilizam membranas estdo
caracterizados no Quadro 1, em fun¢do da forca motriz da separacdo e da natureza do

material retido e do material permeado.



Quadro 1: Caracterizagdo dos processos de separagdo por membranas (Maldonado, 1991).
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Processo Forca Motriz Material Retido Material Permeado
. . ~ todo material soltvel ,
Osmose inversa Diferenca de pressdo ou suspenso PM50 agua (solvente)
coldides
Ultrafiltragao Diferenca de pressdo macromoleculares | agua (solvente) e sais
PM 5000
. ~ . ~ silica em suspensao agua e solidos
Microfiltragao Diferenca de pressio bactérias PM>500000 Jissolvidos
moléculas de alto PM | , A
i . ~ ~ ions e organicos de
Dialise Diferenca de concentragéo em suspensao baixo PM
PM >1000
Eletrodialise leerenga’ de' potencial ndo idnicos e fons
elétrico macromoléculas

Permeacdo de gases

Diferenca de concentragdo

g4s menos permedvel

gas mais permeavel

Pervaporacao

Diferenca de concentragdo

liquido menos
permeavel

liquido mais
permeavel

A ED ¢ um processo de separagdo por membranas no qual ions sdo transportados

através de membranas ion-seletivas por influéncia de um campo elétrico. Os ions migram em

direcdo aos eletrodos quando o campo elétrico € aplicado por meio de uma corrente continua.

Os anions migram pela membrana anionica em dire¢do ao anodo e os cations migram para o

catodo pelas membranas cationicas. Durante o processo de migracdo, os anions sdo barrados

pelas membranas cationicas e os cations pelas membranas anidnicas, formando-se duas

solucdes, uma concentrada e outra diluida (Rautenbach et al., 1989). O esquema da passagem

dos ions pelas membranas e a formagao das solugdes concentrada e diluida € representado na

Figura 6.
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Figura 6: Principio da transferéncia dos ions no processo de
eletrodialise (Rautenbach et al., 1989).

No processo de ED, apenas so6lidos i6nicos dissolvidos passam através da membrana,
o solvente fica retido, facilitando os processos de separacdo e concentracao de eletrdlitos. A
diregdo e a taxa de transporte de cada ion dependem da sua carga e mobilidade, da
concentragdo e condutividade elétrica da solucdo, da voltagem aplicada, etc., ¢ a separagdo
esta intimamente relacionada as caracteristicas das membranas de troca idnica (Strathmann,
2001, Pérez et al., 2001).

A ED se diferencia dos outros processos de separacdo por membranas por utilizar
membranas carregadas ionicamente, possuindo a propriedade de serem seletivas, permitindo,
dessa forma, a passagem de cations ou anions (Rautenbach et al, 1989). Outra diferenca ¢
que a for¢ca motriz na ED ¢ a diferenca de potencial aplicada por um campo elétrico,
perpendicularmente a superficie das membranas (Arsand, 2001).

Na ED tem-se a vantagem de que o consumo de energia no processo ¢ proporcional a
quantidade de eletrolito a ser removido e ndo ao volume de solugdo a ser tratado. Além disso,
a técnica pode operar em processo continuo, ndo necessitando de etapas de regeneragdo como

no caso da troca idnica, por exemplo (Strathmann, 2001).
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Existem algumas limitagdes quanto a utilizacdo da técnica de ED, tais como:
separacdo de eletrolitos de alta massa molar, como abrilhantadores e detergentes; uso de
temperaturas superiores a 60°C; presenca de solventes organicos na solucdo a ser tratada;
precipitagdo de sais e hidroxidos insoluveis na superficie da membrana; presenga de oxidantes
fortes, que devem ser eliminados antes do processo; presenga de solidos suspensos (Porter,

1990).

2.2.1. Membranas ion-seletivas

As membranas ion-seletivas utilizadas em ED devem, essencialmente, ser
permeaveis a cations e/ou a anions, possuir alta seletividade, possuir baixa resisténcia elétrica
e possuir excelentes propriedades quimicas e mecanicas (Rautenbach er al, 1989). No
Quadro 2 sdo apresentadas algumas caracteristicas de membranas comerciais utilizadas em

processos de ED.



Quadro 2: Caracteristicas das membranas comerciais ion-seletivas (Scott, 1995).
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Membranas Tipo Estrutura/ Espessura | Resisténcia Elétrica | Permeoseletividade
Propriedade (mm) (Q.cm™) 0,5M NaCl | (%) 1,0/0,5M KCl
Asahi Chemical Industry Company Ltd., Japan
K 101 Cationica | Estireno/DVB 0,24 2,1 91
Alll Aniodnica | Estireno/DVB 0,21 2-3 45
Asahi Glass Company Ltd., Japan
AMP Anibnica | Homogénea 0,27 3,5-55 -
AMT Anidnica | Homogénea 0,15 2-35 -
CMV CatidOnica Estireno 0,15 2.9 95
AMV Anibnica Butadieno 0,14 2-45 92
ASV Anibnica | Monovalente 0,15 2,1 91
DMV Catidnica Dialise 0,15 - -
Flemiond | Catibnica | Perfluorada
Ionac Chemical Company, Syborn Corporation, Birmingham, NJ 08011
MC 3470 | Catidnica 0,6 6-10 68
MA 3475 | Anibnica 0,6 5-13 70
MC 3D142 | Catidnica 0,8 5-10 -
MA 3148 | Anibnica 0,8 12-70 85
Du Pont Company, Wilmingron, DE 19898
N 450 Cationica | Perfluorada 0,43 3 -
N 117 Cationica | Perfluorada 0,2 1,5 -
N 901 Cationica | Perfluorada 0,4 3,8 96

O tipo e a concentragdo da carga idnica fixada na matriz polimérica determinam a
permeoseletividade e a resisténcia elétrica das membranas.

A ion-seletividade das membranas esta baseada no principio da agdo/repulsdo
eletrostatica. As membranas catidnicas sdo carregadas negativamente, mais comumente por
grupos -SO5, -COO, -HPO?, -PO;?, -SeOs ou -AsOs™. Ja as membranas anidnicas diferem
das cationicas por serem carregadas positivamente por grupos quaternario de amonio, mono,
di ou tri substituidos, ligados a matriz polimérica: -NH;", -RNH,", -R;N", =R,N" e grupos -R;P
“ou -R,S". Assim, as cargas negativas permitem a permeag¢io de cargas positivas e repelem as
negativas (Strathmann, 2001).

Nas membranas seletivas a cations, os anions sdo fixados na matriz polimérica e a
eletroneutralidade ¢ obtida com cations moveis no intersticio do polimero, sendo que os

cations carregam toda a corrente elétrica. Nas membranas seletivas anidnicas sdo fixadas
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cargas positivas sobre a matriz polimérica, assim a corrente ¢ principalmente carregada por
anions (Rautenbach et al., 1989). O esquema da matriz do polimero, com os anions fixados e

os cations moveis, estd representado na Figura 7.

® o ®

Positi\{o O Negativo ¢ Negativo
contra-ion ion fixado co-ion

Figura 7: Arranjo i6nico na matriz polimérica de uma
membrana de troca i6nica cationica (Strathmann, 2001).

Os cations moveis sdo denominados contra-ions. Ao contrario, os anions moveis,
denominados co-ions, sdo excluidos da matriz polimérica porque a sua carga elétrica ¢
idéntica a dos ions fixados. Esse tipo de exclusdo ¢ conhecida como “exclusdao de Donnan”
(Strathmann, 2001).

As membranas de ED bipolares podem ser preparadas por laminacao simultanea de
membranas de troca idnica, sobrepondo uma membrana catidnica a outra anidnica.

De acordo com Madzingaidzo ef al. (2002), na ED com membrana bipolar (EDB)
solucdes salinas aquosas podem ser convertidas em acidos e bases correspondentes. O stack
na EDB ¢ similar a ED convencional, com membrana monopolar, com a inser¢ao de um
terceiro tipo de membrana, a membrana bipolar, que ¢ composta pela laminacdo de uma

membrana cationica € uma membrana anidnica. Essa combinagdo entre a membrana bipolar
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com as membranas monopolar catidnica e anidnica em um stack forma trés correntes de
separa¢do, denominadas: acida, bésica e salina.

Um exemplo do sistema com membranas bipolares ¢ apresentado na Figura 8.
Reimann (2005) representa um arranjo com membranas bipolares € membranas cationicas e
anidnicas, formando trés correntes: salina, acida e basica. Durante a operagdo, ions de lactato
e ions de sddio sdo removidos simultaneamente para o compartimento basico e acido através
das membranas ani6nicas e catidnicas respectivamente. Acido lactico livre é formado pela
combinagdo de ions lactato e ions hidrogénio na camada de troca catidnica da membrana
bipolar, enquanto hidréxido de sédio ¢ gerado simultaneamente pela combinacdo de ions

hidroxila e ions de s6dio na camada de troca anidnica da membrana bipolar.

HLacT T NaOH

H* OH’

—

AC A | C AC

NaLac

Figura 8: Esquema do processo de eletrodialise
com membranas bipolares. AC (membrana bipolar),
A (membrana anidénica) e C (membrana catidnica)
para formacao de acido lactico e NaOH (Reimann,
2005).

Acidos organicos produzidos em processos fermentativos sdo normalmente isolados
como sais e posteriormente transferidos a acidos por adi¢cdo de acido sulfurico ou por um
processo de separacao eletrolitico (Altmeier et al., 1997). Esse processo requer a utilizacao de
uma membrana especifica de troca idnica que permita a permeacdo do anion do acido

organico requerido. O processo de separacao ¢ limitado pelo tipo da membrana anidnica, ja
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que no processo eletrolitico ocorre a dissociacdo da molécula. O proton que passa através da
membrana cationica (H") ndo oferece resisténcia, ja o 4nion que migra através da membrana
anidnica possui um tamanho significativamente grande, e por esta razao representa um fator
limitante na separacdo. Membranas convencionais de troca anionica exibem condutividades
elétricas muito baixas para anions organicos, porque os canais da matriz reticulada do
trocador i6nico sdo muito estreitos para sua passagem. Com base nestas afirmacdes, Altmeier
et al. (1997) desenvolveram uma membrana anidnica reduzindo o grau de reticulagdo ou
alongando as unidades reticuladas. O resultado foi uma membrana com a matriz com uma

estrutura aberta permeével a anions grandes e com satisfatdria dilatagdo e forca mecanica.

2.2.2. Polarizacao por concentracio

Um importante pardmetro a ser controlado na técnica de ED ¢ a densidade de
corrente-limite, que influencia diretamente na extracao percentual de alguns ions. No processo
de ED, a variacdo de concentragdo nas proximidades (interface) das membranas ¢ que
determina um maior desempenho do processo (Calle et al., 2002).

Se a corrente aplicada no sistema for maior que a corrente-limite determinada, a

concentracdo de ions proxima a superficie da membrana tendera a zero, favorecendo a

o~

ocorréncia de polarizagdo por concentragdo. Portanto, a polarizacdo por concentracao
decorrente da aplicacdo de uma densidade de corrente superior a corrente que o sistema pode
transportar (Arsand, 2001).

Segundo Ferraz (1999), a polarizagdo por concentracdo ¢ desprezivel a baixas
voltagens. Aumentos de voltagem levam a um dréstico aumento da resisténcia elétrica e a

uma diminuic¢ao da eficiéncia de utilizacao da corrente, provocando a decomposicao da agua.
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Um indicio da ocorréncia de polarizacdo por concentragdo € a variacdo no pH da
solugdo que esta sendo diluida. Outro indicio ¢ dado por uma queda na eficiéncia de corrente
e um aumento na resistividade da solucdo (Rautenbach et al., 1989).

O tipo de escoamento também ¢ determinante para a ocorréncia ou nao de
polarizag¢do por concentragdo. O escoamento laminar da solugdo a ser tratada pode ocasionar
polarizagdo devido a baixa renovagdo de solugdo proxima a superficie da membrana, o que
resulta em uma diminui¢do rapida dos ions. Para minimizar o efeito procura-se utilizar um
escoamento turbulento na solugdo a ser tratada (Porter, 1990).

Além de afetar a eficiéncia do processo de ED, a ocorréncia de polarizagdo por
concentragdo pode ocasionar outro fendmeno, devido a mudangas no pH das solugdes,
chamado fouling (Scott, 1995; Porter, 1990).

Segundo Scott (1995), o fouling pode ser causado por qualquer material que se
deposite na superficie das membranas, diminuindo ou impedindo o fluxo pela obstrucdo dos
poros, afetando a eficiéncia do processo.

Alguns procedimentos podem ser adotados para evitar ou minimizar os efeitos de
fouling: pré-tratamento da solugdo para remog¢do de matéria, como coloides; evitar a
concentragdo de sais perto do nivel de saturacdo da solucdo para evitar a cristalizagdo;
acidificacdo do concentrado para prevenir a precipitacdo de carbonato, por exemplo, e
aplicacao de eletrodialise reversa (EDR) (Strathmann, 2001; Scott, 1995).

Hayes (2004) cita que o processo de EDR foi introduzido no setor comercial em
1970. Segundo esse autor, nesse modo de operagdo, a polaridade dos eletrodos ¢ revertida
diversas vezes por hora, dependendo do processo, e os fluxos sdo simultaneamente trocados,
de forma que o canal de 4gua salobra se torne o canal do produto e vice-versa.

Analogamente, Pérez et al. (2001) definem que na EDR a eficiéncia do sistema pode

ser melhorada invertendo periodicamente a polaridade dos eletrodos, revertendo, assim, a
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dire¢do do movimento dos ions. A solugdo que estava sendo concentrada vai sendo diluida e
vice-versa, ressolubilizando os sais precipitados na superficie da membrana. A reversa ¢ util
para desfazer filmes e outros depositos, antes que possam causar fouling nas membranas.

As unidades de ED mais modernas operam com EDR, prevenindo os efeitos de
polarizagio por concentragdo. E importante tanto como um pré-tratamento para a ED, quanto
para aumentar a vida til das membranas e reduzir o custo com produtos quimicos, sendo, em
muitos casos, utilizada em combinagdo com a osmose inversa (OI) e/ou com a ultrafiltragao
(UF) (Strathmann, 2001).

Strathmann (2001) relatam a existéncia de instalacdes de EDR na Russia e na China,
com capacidade para producao de 1.000.000m?/dia de 4gua com um sistema de ED com 2.000
plantas em série. Em instalacdes desse porte, ¢ necessdria uma area de membrana de

aproximadamente 1,5 milhdes de m?.

2.2.3. Aplicacoes do processo de eletrodialise

A ED tem sido usada nos Estados Unidos por décadas, mas se tornou
comercialmente disponivel nos anos 1960, aproximadamente 10 anos apos a introdugdo da OI
(Hayes, 2004).

Muitas sdo as aplicagdes do processo de ED na industria. Algumas dessas aplicagoes

estdo apresentadas no Quadro 3.
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Quadro 3: Aplicacdes industriais do processo de eletrodialise (Strathmann, 2001).

L. Design do stack e . ~
Aplicaciao S Classificacdo | Problemas-chave
membranas
C , membrana catidnica e
Dessalinizacdo de agua A .
anidnica/escoamento Comercial
salobra .
turbulento e laminar
Agua de alimentacdo para membrana catidnica e Custos/
caldeiras, agua aquecida anidnica, escoamento Comercial
: .. . escalonamento
para processos industriais turbulento e laminar
membrana catidnica e
Produgéo de sal anidnica, escoamento Comercial Custo
laminar
membrana cationica e
Efluente industrial anidnica, escoamento Comercial Custo
turbulento e laminar
, . escoamento turbulento e ~
Tratamentos atoxicos . - Remocgao
laminar
L . membrana catidnica e Fouling das
Industria de alimentos e A .
A anidnica, escoamento Comercial | membranas/perda de
farmacéutica .
turbulento e laminar produto
Dialisador de difusdo para membrana catidnica, .
. . Comercial Custo
acidos escoamento laminar
Agua de alta pureza stack com membranas . Confiabilidade do
L Comercial
(industria de condutores) tubulares processo
. L . membrana bipolar, célula . Desempenho das
Dissociagao de dgua A . Comercial
de trés compartimentos membranas

De acordo com Strathmann (2001), em termos de numeros de instalagdes, a mais
importante aplicagdo do processo de ED ¢ a producdao de agua potavel a partir de agua
salobra. Nesse processo a ED compete diretamente com a OI. Para produgdo de agua com
baixa concentracdo de sal (menor que 5.000ppm), a ED ¢ geralmente o processo mais
econdmico, obtendo altas concentragdes do sal, entre 18 ¢ 20% em massa, sem afetar
economicamente o processo. A ED, quando utilizada no tratamento de efluentes, possui a
vantagem de utilizar membranas térmica e quimicamente estaveis, o que possibilita o
funcionamento com temperaturas mais altas e variagdes de pH.

Hayes (2004) menciona outras vantagens do processo de ED, em relagao a OI, no
tratamento de aguas de processo, como a habilidade de separar um largo espectro de

constituintes i0nicos, ndo apenas ions de sodio e cloreto, mas também bario, cations de metais
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pesados e acidos volateis, que compdem a maioria dos produtos organicos das aguas de
processo. Além disso, a ED possui a capacidade de reduzir o volume de dgua salobra por um
fator 10:1, em comparacdo a 3:1 para Ol

Na produgdo de sal a partir de 4gua do mar — uma técnica largamente utilizada no
Japdo — usa-se a ED para concentragdes de cloreto de sodio acima de 200g.L™"' antes da
evaporag¢do. Sao produzidas mais de 350.000 t por ano de sal com a utilizacdo dessa técnica.
Uma instalacdo dessa magnitude requer uma area de membranas de troca idnica da ordem de
500.000 m? (Strathmann, 2001).

Em processos onde se necessita a utilizagdo de dgua ultrapura, como na industria de
eletronicos, farmacéutica, hospitais e laboratérios, uma melhoria no processo de ED foi
realizada. Foram introduzidas no compartimento de alimentacdo resinas de troca idnica € o
processo passa a ser conhecido comercialmente como eletrodesionizagao (EDI). A maior
vantagem desse processo ¢ que, além de remover os sais residuais, espécies como dioxido de
carbono, silica, amoénia e boro também sdo removidos (Hayes, 2004).

Estudos referentes a técnica de ED na industria quimica e alimenticia t€ém sido
desenvolvidos nos ultimos anos. Uma das aplicagdes da técnica ¢ na desmineralizagdo do soro
do leite. Normalmente, o soro do leite contém entre 5,5 € 6,5% de solidos dissolvidos. O soro
fornece uma excelente fonte de proteinas, lactose, vitaminas e minerais, mas na sua forma
normal ndo ¢ considerado apropriado para alimentacao, devido a grande quantidade de sal que
contém. Com a remoc¢ao substancial dos sais ionizados, o soro aproxima-se da composi¢ao do
leite humano e prové uma excelente fonte para producdo de alimentos para bebés. Por
exemplo, em uma instalagdo com capacidade de 35.000m*> de area de membranas para
produgdo de mais de 150.000 t por ano de lactose dessalinizada, ¢ uma das aplicacdes mais
econdmicas e talvez a mais importante aplicacdo de ED na industria alimenticia (Strathmann,

2001).
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Outra aplica¢do de ED na industria alimenticia ¢ na remog¢do do 4cido tartarico do
vinho (Heimoff, 1996). A concentracdo de sais de tartarato pode ser reduzida a valores que
ndo excedam o limite de solubilidade.

Os aminoécidos sdo amplamente utilizados na industria de alimentos e farmacéutica
pela sua bioatividade e por isso € importante produzi-los com alto grau de pureza. Sdo obtidos
geralmente por meio de hidrolise protéica e sintese microbioldgica e quimica, onde sdo
contaminados por componentes minerais. O processo usualmente utilizado na separacdo
desses aminoacidos € a troca i0nica multiestdgio, porém esse requer o uso de reagentes caros.
Como uma alternativa ecologica de desmineralizagdo e fracionamento de aminoécidos o
processo de ED com membranas de troca idnica pode ser utilizado (Bobreshova et al., 2002).
Elisseeva et al. (2002) utilizaram a ED para separar aminodcidos produzidos por processo
biotecnologico de sais minerais e agucar.

Na industria farmacéutica, a ED tem sido estudada em escala de laboratorio. Muitos
desses estudos estdo relacionados com a dessalinizagdo de solugdes contendo agentes ativos
que t€m que ser separados, purificados ou isolados de certos substratos (Strathmann, 2001).
Um exemplo ¢ o das misturas racémicas. Muitos farmacos contém um ou mais dtomos de
carbono assimétrico, resultando em no minimo dois estereoisdmeros. Freqiientemente, um dos
estereoisdmeros ¢ mais ativo para uma dada func¢do (eutdmero), enquanto o outro (distomero)
¢ inativo, ou ainda causa efeitos colaterais severos. Uma enantioseparacdo pode ser alcangada
por ED em mulitestagios, como sugerem Van der Ent et al. (2002).

Novalic et al. (2000) utilizaram a ED com membranas bipolares em um sistema
combinado com a ED convencional, com membranas ion-seletivas, para separar acidos
organicos como: acido lactico, acido propionico e acido acético, bem como o acido gluconico

e seu sal gliconato de so6dio. Nesse sistema, os agentes neutralizantes como NaOH ou NH,OH
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podem ser reciclados e conseqiientemente o impacto ambiental reduzido. Outra vantagem ¢
que o produto final ¢ purificado e concentrado simultaneamente.

Reimann (2006) cita um processo resultante de sucessivos passos para obtengdo do
acido latico purificado ap6s um processo fermentativo. Foram utilizados no estudo os
processos de: ultrafiltracdo, eluicdo em resina de troca ionica, eletrodidlise com membrana
monopolar e com membrana bipolar e evaporagdo. Segundo o autor, o nimero de passos
influencia fortemente na qualidade e no custo do produto. Os custos totais sdo determinados
pelos pré e pos-tratamentos e ndo pelo processo fermentativo, portanto investimentos em
tratamentos ndo agressivos e em tecnologias atrativas em termos de energia, engenharia
ambiental e de seguranga sdo necessarios.

Chukwu & Cheryan (1999) descreveram um processo continuo integrado em que um
biorreator foi diretamente ligado a um sistema de ED com membranas monopolares, onde o
acido acético produzido foi recuperado, concentrado (a 134g.L"') e purificado
simultancamente. O acgucar residual e os nutrientes retidos na corrente diluida foram
recirculados no biorreator para facilitar a otimizacdo desse material, com concomitante
reducdo na geragao de residuos.

De outro modo, Pinacci & Radaelli (2002) utilizaram configuragdes alternativas de
ED convencional e ED com membranas bipolares para separar o acido citrico proveniente de
processo fermentativo. A solucdo de citrato de so6dio proveniente da fermentagdo ¢
primeiramente clarificada por microfiltracdo e posteriormente concentrada e purificada por
ED e EDB, levando a produgdo de acido citrico e soda cédustica que pode ser reciclada na
fermentagao.

Hongo et al. (1986) observaram que no processo fermentativo de producao de acido
latico por Lactobacillus delbrueckii ocorria inibi¢do pelo produto. Com o objetivo de

minimizar esse efeito inibitorio, utilizaram um método de fermentacdo com eletrodialise
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(ED-F) que removia continuamente o &cido latico produzido. O resultado dos ensaios
apresentaram uma produtividade 3 vezes maior € um montante total de 5,5 vezes maior em
relacdo a fermentagdo sem controle de pH.

Em um outro estudo, 4cido glucénico produzido por Z. mobilis ¢ removido
continuamente do meio reacional por um sistema de trés compartimentos ED com membranas
de troca i6nica (cationica e anidnica), observando-se uma melhor estabilidade da enzima e um
controle do pH do processo. Nesse trabalho também foi demonstrada a recuperagdo de 4cido
glucdnico produzido por Z. mobilis em um biorreator de ED com um sistema de membranas
de fibra oca, onde a suspensdo de células permeabilizadas era confinada no interior das fibras
ou no espaco externo as mesmas, ressaltando o bom desempenho do sistema sobre o efeito do

pH local na taxa de reagdo (Ferraz et al., 2001).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Producao do acido lactobiénico

A producdo do acido lactobionico envolve quatro etapas distintas: producdo de
células de Zymomonas mobilis com alta atividade enzimatica (GFOR/GL), concentracdo das
células contendo as enzimas, permeabilizagdo e imobilizagdo e biotransformagdo de lactose e
frutose em 4acido lactobidnico e sorbitol, respectivamente. Estas etapas serdo discutidas a

seguir.

3.1.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a bactéria Zymomonas mobilis ATCC 29191. A

manutengao dessa cepa foi feita a 4°C em meio semi-sintético (Erzinger et al., 2003).

3.1.2. Meio de cultura basico

O meio semi-sintético modificado (SSM) utilizado na conservagdo das culturas e na
produc¢do de biomassa e enzimas tem a seguinte composi¢do (em g.L'): glicose, 20
(conservagdo), 100 (preparo do indculo), 150 (producao de biomassa/enzimas); (NH4).SOs,
2,0; MgS04.7H,0, 1,0; KH,PO,, 3,5; extrato de levedura bruto Prodex (Prodesa), 7,5. Na
preparagdo de indculos, o pH do meio foi controlado com CaCO; (5g.L") (Malvessi et al.,

2006).
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3.1.3. Cultivos celulares para producio de enzimas

Os cultivos celulares foram realizados em regime descontinuo em biorreator Biostat
B (B. Braun Biotech) (Figura 9) com 4,5L de volume qutil, a 30°C e controle automatico de
pH em 5,5 com adi¢do de NaOH 5mol.L". Ao término do cultivo, o liquido fermentado foi
recolhido e centrifugado a 8.000rpm, a 10°C, por 20min, em uma centrifuga Sigma 4K15.
Ap6s a centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em agua a uma

concentragdo entre 150 e 200g.L".

Figura 9: Biorreator Biostat B — B. Braun Biotech utilizado para a producao
de biomassa celular ¢ enzimas.

3.1.4. Permeabilizacio e imobilizaciao das células de Zymomonas mobilis

Para a permeabilizagdo das células, foi utilizado o procedimento descrito por Rehr et
al. (1991), adaptado por Erzinger (1996). A uma suspensao de células de concentragdo de
aproximadamente 25g.L", foi adicionado igual volume de solu¢do de brometo de cetil-trimetil

amoénio (CTAB) 0,2 % (p/v). A mistura foi mantida a 4°C sob agitagdo magnética, por 10



min. Posteriormente, a suspensdo foi centrifugada a 6000rpm em uma centrifuga Sigma
4K15, a 10°C, por 10min. O material centrifugado foi ressuspenso a 100mL com agua
destilada e utilizado nos ensaios de atividade enzimatica ¢ biotransformagao.

A metodologia adotada para a imobilizagdo em alginato de sddio, visando o
encapsulamento de Z. mobilis, foi descrita por Erzinger (1999), com algumas modificacdes
(Carra et al., 2005). Alginato de sédio Algogel 5540 (Degussa Flavors & Fruit Systems do
Brasil Ltda), na concentracdao de 4% (p/v), foi dissolvido em agua destilada, colocado para
hidratar sob agitacdo magnética por 12h, a temperatura ambiente. Apos esse periodo, a
solugdo foi adicionado igual volume de suspensdo celular de Z mobilis, levando a
concentracdo final da solu¢do de alginato a metade. A mistura foi mantida sob agitagdo por
cerca de 2h, para a perfeita homogeneizacdo. Para a formacdo das esferas de alginato de
calcio e imobilizacdo das células, todo o volume desta suspensdo foi lentamente gotejado
através de capilar de silicone, com a extremidade afunilada (agulhas hipodérmicas) e com o
auxilio de bomba peristaltica, em solu¢do de CaCl, 0,3mol.L". Apos a formagdo das esferas,
estas foram reticuladas com glutaraldeido 0,5% (m/v) por 15min, sob agitagdo magnética, a

temperatura ambiente.

3.1.5. Bioconversao de frutose e lactose em sorbitol e acido lactobionico

A producdo de acido lactobidnico foi realizada em biorreator com 300mL de volume
sob agitacdo magnética. O processo foi conduzido a 39°C, com pH 6,4 controlado
automaticamente através do controlador de pH (Consort R735), com NaOH (7mol.L™"). Foram
utilizados meios com concentragdo 0,7mol.L" de lactose/frutose e 25g.L" de células de Z.

mobilis previamente permeabilizadas e imobilizadas em alginato de célcio.

x1
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3.2. Separacio do acido lactobionico por eletrodialise
3.2.1. Sistema de eletrodialise

Os ensaios de ED foram realizados em escala de bancada em um sistema de trés
compartimentos: anodico, catddico e um compartimento intermediario, que comporta a
solucdo de alimentagao (Figura 10). Cada compartimento, confeccionado em acrilico
transparente, possui capacidade para 120mL de solugao.

Eletrodos de Platina

Solugéo de alimentagédo
(lactobionato de sédio)
-I_ : _—

¥

— Fluxo dos anions

Na"—=
-<+4— Lact

A | 1 I C
7 TR

NacCl Cr - NacCl
Fluxo dos cations —f————p—

Membrana Membrana
Anibnica Catibnica

Figura 10: Esquema da dissociag@o dos ions em um sistema de eletrodialise de trés
compartimentos com soluc¢ao de acido lactobionico na forma de seu sal sodico. (A)
compartimento anddico, (C) compartimento catédico e¢ (I) compartimento
intermediario.

Os eletrodos de platina em forma de placa (35mm Xx 55mm) sdo ligados a uma fonte
de forca eletromotriz (fem) de corrente continua Power Supply Minipa MPC — 3006D
(Laboratory DC Power Supply). Para minimizar a polariza¢do, que pode ser ocasionada pela
baixa renovacdo de solug@o na superficie da membrana, como citado anteriormente, foi usada
agitacdo magnética nos trés compartimentos.

Os ensaios foram monitorados pelas medidas de condutividade elétrica no
compartimento intermedidrio, com um condutivimetro Digimed DM - 31; medidas de pH das

solucdes iniciais e finais e medidas de temperatura nos compartimentos anodico e catédico. O
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pH inicial das solugdes era de aproximadamente 5-6 em todos os compartimentos e a
temperatura inicial variava com a temperatura ambiente, normalmente em torno de 15°C -
20°C com variacdo de (£5°C) no final do ensaio. O sistema completo estd representado na

Figura 11.

Figura 11: Sistema completo de eletrodialise utilizado na separac@o de acido
lactobidnico. (A) fonte de forga eletromotriz (fem), (B) agitador magnético,
(C) sistema de eletrodialise de trés compartimentos e (D) condutivimetro.

Apoés cada ensaio foi realizada uma eletrodialise reversa (EDR) para remogdo de
qualquer substancia que possa ter ficado aderida a superficie da membrana. Para tanto, NaCl
20g.L" foi adicionado em todos os compartimentos e aplicou-se corrente elétrica no sentido
inverso a ED convencional por até 2h. Apos a EDR, as solugdes dos trés compartimentos
foram analisadas em HPLC, para avaliar o sistema quanto a reten¢do de acido lactobionico,

lactose, frutose e sorbitol na superficie da membrana.
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3.2.2. Membranas utilizadas nos ensaios de eletrodialise

Testaram-se as membranas comerciais ion-seletivas da Ionics® de carater catidnico e
anidnico. A 4area das membranas exposta foi de aproximadamente 11cm?. As caracteristicas

estdo descritas no Quadro 4.

Quadro 4: Caracteristicas das membranas comerciais Ionics®.

Resisténcia Espessura
Nome Tipo Elétrica Aplicacao
(ohms.cm?) (mm)
Purificagdo de
lonics AR204-SZRA |~ Membrana ion- 7 0.51 organicos e
seletiva anidnica concentracdo de
inorganicos
Purificagdo de
lonics CR67-HMp |~ Membrana fon- 10 0.56 organicos e
seletiva cationica concentracdo de
inorganicos

3.2.3. Solucodes

Os ensaios de ED foram realizados inicialmente com solugdes de acido lactobionico
na forma de seu sal sodico (MM = 358,3g.mol™"), produzido por bioconversio no Laboratorio
de Processos Biotecnologicos 2 do IB/UCS e cristalizado com solvente organico (ALC),
utilizado como padrdo. A concentracdo da solucdo inicial de ALC, medida por cromatografia
em fase liquida (HPLC), variava ligeiramente em torno de 20g.L" devido aos diferentes lotes
de produgdo de ALC.

O Sorbitol, produto equimolar da bioconversio (MM = 182,17 g.mol') e os
substratos lactose (MM = 342,30 g.mol™") e frutose (MM = 180,16 g.mol™") foram preparados
com reagentes p.a. para determinacdo de parametros do sistema, tais como: densidade de

corrente, tensdo do sistema, velocidade maxima de remogao e fluxo através da membrana.
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Apds essa etapa foram utilizados nos ensaios de ED meios de bioconversdo com
aproximadamente 200g.L™".

O meio de bioconversdo utilizado nos ensaios foi filtrado com sistema Millipore de
microfiltracdo e membrana de acetato de celulose da marca Sartorius de 0,45um de tamanho
de poro.

Nos demais compartimentos do sistema de ED foi utilizada uma solugdo de
NaCl 20g.L", conforme descrito por Ferraz et al. (2001).

Comparativamente foram realizados ensaios com solugdes de acido lactobidnico

comercial da Acros Organics com 97% de pureza e com gliconato de sodio p.a. Vetec.

3.2.4. Métodos analiticos

« Medida de concentracao celular
As concentragdes celulares foram determinadas pela medida da absorbancia em
560nm de suspensdes diluidas de células. Esses valores foram convertidos para concentragdo

(massa de matéria seca por unidade de volume) mediante uma curva de calibragao.

« Determina¢do de carboidratos e 4cidos organicos

A determinagdo da concentragdo do 4acido lactobionico e gliconato de sodio, bem
como de lactose, frutose e sorbitol, foram realizadas por cromatografia em fase liquida
(HPLC) em aparelho Hewlett-Packard equipado com detector de indice de refracdo e coluna
Aminex HPX 87H para 4cidos orgénicos. A coluna da marca BIO-RAD possui as seguintes

caracteristicas: fase fixa de PE-DVB (polietileno divinilbenzeno), forma i6nica H", dimensdes

300mm x 78mm, tamanho de poro de 9um e fase movel tipica H,SO, Smmol.L". A melhor



condi¢do de analise foi para vazdo de 0,6mL.min" de H,SO4 0,5mmol.L" e temperatura de

60°C. A descrig¢@o do desenvolvimento da metodologia esta apresentada no Anexo.

« Determinacdo da atividade das enzimas glicose-frutose oxidurredutase (GFOR) e glicono-
O-lactonase (GL)

Para a determinagdo da atividade conjunta das enzimas GFOR e GL em células
permeabilizadas de Z. mobilis, foi utilizada a técnica da titulacdo automdatica com NaOH
Imol.L" com a rea¢do ocorrendo em solugdo 0,7mol.L" de lactose e frutose, sendo a atividade
definida pela massa molar de acido lactobidnico produzida a 39°C e pH 6,4. Uma unidade
enzimatica de GFOR/GL (U) ¢ definida como mmol de acido formado, correspondente ao
substrato utilizado, por hora, sendo a atividade expressa em unidades por grama de células

secas (U.g™).

« Determinagao do fluxo molar de 4acido lactobidnico permeado através da membrana (N)
O fluxo molar dado em mmol.cm?min" foi calculado pela relagdo do coeficiente
angular da reta de concentragdo de AL em func¢do do tempo - v (g.L'.min"), a area de

membrana utilizada (11cm?) e o volume da solugdo (120mL).

« Determina¢ao da velocidade maxima de redu¢do da condutividade (Vimc)
A v foi calculada pelo coeficiente angular da reta de condutividade de AL em

fun¢do do tempo (mS.cm™.min™).

« Determinagao da resisténcia aparente do sistema (R.p)
A Rap foi calculada pela medida entre potencial e corrente elétrica em cada instante

pela relagdo (R = V.I').

xlv
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos ensaios de eletrodialise sdao apresentados e discutidos,
primeiramente, em termos de eficiéncia da membrana Ionics® na dessalinizagdo e na
separacdo do 4cido lactobionico cristalizado, comparativamente ao acido lactobionico
comercial e ao gliconato de sodio. Posteriormente, foram avaliadas as melhores condigoes,
entre os parametros de operagao testados, na recuperacdo do acido lactobionico de solucdes
padrao. Adicionalmente, a separacdo de acido lactobidnico dos demais produtos do processo

biotecnolodgico de bioconversdao com a bactéria Zymomonas mobilis foi avaliada.

4.1. Avaliacdo preliminar do sistema de eletrodidlise para a separacio de acido

lactobionico

Primeiramente foi avaliada a eficiéncia do sistema de ED frente a dessalinizagao,
utilizando-se as membranas Ionics®. O ensaio foi realizado alimentando-se uma solugio
contendo 36g.L"' de NaCl no compartimento intermediario e nos compartimentos laterais,
uma solucdo de 20g.L" do sal. A condutividade da solugdo de alimenta¢do foi monitorada,

bem como a concentragdo em um condutivimetro (Figura 12).
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A condutividade elétrica e a concentracdo possuem um comportamento decrescente

no compartimento intermediario, demonstrando que os ions estdo sendo transferidos pela

diferenga de potencial elétrico aplicado (ddp). Como pode ser observado, o desempenho do

sistema na remoc¢ao do sal foi proporcional com reducdo de 81,34% na concentragdao e 79%

na condutividade elétrica. De fato, a produg¢do de agua potavel a partir de dgua salobra ¢ a

mais importante aplicagdo da ED em termos de nimero de instalagdes (Strathmann, 2001).

No ensaio de dessalinizagdo (Figura 12), a relagdo entre a condutividade elétrica e a

concentragdo do sal na solugdo de alimentagdo foi proporcional. Com o objetivo de utilizar a

medida da condutividade elétrica para obter a concentracao de ALC recuperado, realizaram-se

medidas da condutividade de solugdes de ALC com concentragdes entre 1 ¢ 100g.L" ¢ o

resultado esta apresentado na Figura 13.
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Figura 13: Condutividade elétrica em func@o da concentragdo de
acido lactobidnico cristalizado (1, 5, 10, 20, 30, 50 e 100g.L™").

O coeficiente de correlacao (r = 0,9928), calculado segundo dados da Figura 13,
para concentragdes de ALC de até 50g.L" demonstra que a medida da condutividade elétrica
poderia ser utilizada como uma forma de estimar o valor da concentragdo de AL. A redugdo
na condutividade no compartimento de alimentagdo também permite uma visualizagdo
instantdnea da permeacdo dos ions pela membrana, bem como a velocidade maxima de
redu¢do da condutividade (vmc). Novos ensaios foram realizados € o monitoramento da
condutividade foi estudado como uma alternativa de controle e da eficiéncia do processo, nao
eliminando a necessidade de determinagdes de concentragdo por HPLC. Deve-se levar em
consideragdo que, com a aplicacdo da ddp elétrica além do lactobionato de sédio, as demais
espécies 10nicas envolvidas que também sofrem eletrdlise, como a dgua e o NaCl, poderiam
influenciar na medida da condutividade elétrica. Além disso, para solucdes contendo mais de
uma espécie 10nica, essa medida ndo poderia ser utilizada.

O uso do sistema de ED, com membrana Ionics”, para separa¢io de 4cido gliconico e
gliconato de sodio foi estudado anteriormente por Ferraz et al. (2001). Com o fim de avaliar a

eficiéncia do sistema de ED disponivel para realizagdo do presente trabalho, foram realizados
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ensaios preliminares de recuperagdo de ALC, AL comercial 97% e gliconato de sodio p.a.,
todos na concentragdo de 20g.L". Na Figura 14 foi analisada a variagdo da condutividade

elétrica ao longo do tempo para os trés componentes.

1 -4 AL comercial
5,0—,,__.__ @ GSp.a.
4,5__ . .A--ALC

4,0—-
351
3,0—-

2,5

20 A

1,5 1

1,0 1

Condutividade elétrica (mS.cm’™)
[ ]

0,5

0,0 - T - T r r r
0 50 100 150 200 250
Tempo (min)

Figura 14: Condutividade elétrica em funcdo do tempo para um
ensaio de eletrodialise com uma solucdo de acido lactobidnico
cristalizado (20g.L"") em compara¢do ao 4acido lactobidnico
comercial (20g.L") e gliconato de sodio p.a. (20g.L™"), para um
potencial constante de 15V.

A concentragdo das substancias no compartimento anodico, apos 250min de ensaio

(Tabela 1), também foi avaliada.

Tabela 1: Concentracdo e recuperagdo no compartimento anddico em um ensaio de
eletrodidlise com uma solugdo de acido lactobidnico cristalizado (ALC) em comparagdo ao
acido lactobidnico comercial (AL) e ao gliconato de sédio p.a. (GS), em concentragdes de
20g.L", para um potencial constante de 15V.

Concentragdo no compartimento Recuperacao (%)
Solugdes anodico (g.L'"
100min 250min 250min
AL comercial 0,75 2,13 16,18
GSp.a. 4,61 9,10 43,56
ALC 2,73 6,53 38,73

A medida da condutividade elétrica representou o comportamento de recuperagao no
compartimento anodico. A recuperagdo ¢ maior para a solucdo de gliconato de sodio (GS)

com 43,56% e velocidade maxima da redu¢do da condutividade (vic), calculada pela derivada



da condutividade com o tempo, de 0,01 ImS.cm”.min”, possivelmente por apresentar uma
estrutura molecular menor, facilitando a mobilidade através da membrana. O AL comercial
apresentou uma recuperacdo bem inferior em relacdo ao ALC, 16,18% e 38,73%
respectivamente. A vy, para o ALC foi de 0,0042mS.cm™.min”', aproximadamente cem vezes
maior que para o AL comercial. A baixa mobilidade do AL comercial poderia ser explicada
pelo produto apresentar-se, em parte, na forma de lactona, como mostraram analises feitas em
HPLC (vide Anexo). J& o ALC apresenta um grau de pureza superior como também foi
constatado em analise cromatografica.

Os resultados desses ensaios iniciais demonstram que o sistema de ED ¢ viavel para
a separagdo de acido lactobidnico, observando-se, ainda, que o ALC pode ser utilizado para a

realizacdo do trabalho.

4.2. Avaliacao do sistema de eletrodiilise com densidade de corrente constante

Apo6s verificar as condigdes favoraveis para utilizacdo da membrana ion-seletiva
Ionics® em ED, realizou-se ensaios em sistemas de trés compartimentos para avaliar a
eficiéncia na recupera¢do do 4cido lactobidnico (AL). Uma solu¢do de 20g.L"' de 4cido
lactobionico cristalizado (ALC) foi alimentada no compartimento intermediario e solucao de
NaCl (20g.L™") foi adicionada nos compartimentos laterais. Aplicou-se ao sistema uma
corrente elétrica constante de 49mA que resultou em uma ddp elétrica varidvel. A
condutividade elétrica da solucao de alimentacdo foi monitorada e o ensaio foi realizado em

800min (Figura 15).
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Figura 15: Condutividade elétrica em fun¢do do tempo para um
ensaio de eletrodidlise com solugdo de acido lactobionico
cristalizado (20g.L™") e corrente constante de 49mA.

O transporte dos ions apresentou um comportamento decrescente ao longo do tempo
no compartimento intermediario, com uma vy, de 0,006mS.cm™.min’, tendendo a uma
estabilizagdo a partir de 250min.

A recuperagdo do 4cido lactobidnico no compartimento anddico, para densidade de
corrente elétrica aplicada de 4,5mA.cm™, foi em torno de 60% em §00min.

A passagem da corrente elétrica pdde ser evidenciada pelo desprendimento de gas na
superficie dos eletrodos. Outro fendmeno observado foi a alteragdo do pH nos
compartimentos. Antes da aplicagcdo da ddp elétrica o pH era de aproximadamente 6. No
compartimento catddico a solug@o tornou-se fortemente alcalina com pH em torno de 12-13, e
no compartimento anddico, acida, com valor de pH de 2-3. Essas altera¢cdes no pH indicam
que reacdes de dissocia¢do, formagdo e oxi-reducdo ocorreram nos eletrodos, tais como:
dissociacdo do NaCl, reducdo do ClI' com liberagdo de Cl,, desprotonacdo do dacido

lactobionico, dissocia¢do da agua, dissociagdo do lactobionato de sodio, entre outras, também

¢ ilustrado por Dalla Costa (1996) e Roux-de Balmann et al. (2002).

li



No ensaio seguinte, foi realizada uma avaliagdo cinética da recuperagdo do AL ao

longo do tempo (400min), com corrente elétrica constante de 46mA (Figuras 16 e 17).

v__=0,00695mS.cm’.min”

0,5 Com

Condutividade elétrica (mS.cm’™)

0,0 . ; . ; . . ;
0 100 200 300 400

Tempo (min)

Figura 16: Condutividade elétrica em funcdo do tempo para um
ensaio de eletrodialise com solugdo de acido lactobidnico
cristalizado (20g.L") e corrente constante de 46mA.

A condutividade elétrica decresceu ao longo do tempo com 77% de reducdo, € a Ve

manteve-se proxima ao valor obtido anteriormente em 0,007mS.cm™.min™".
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Figura 17: Concentragdo no compartimento intermediario e
anddico em funcdo do tempo para um ensaio de eletrodialise com
solugdo de 4cido lactobidnico cristalizado (20g.L™") e corrente
constante de 46mA.

Na densidade de corrente utilizada (4,2mA.cm™), a eficiéncia de recuperagao foi de

35% no compartimento anddico, enquanto a redugdo de concentragdo, apds 360min, foi de
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38% no compartimento de alimentagdo, confirmando que a condutividade pode ser utilizada
para avaliacdo da eficiéncia do processo.

A variagdo da concentracdo de AL em funcdo do tempo no compartimento de
alimentacdo foi linear no inicio do ensaio. O coeficiente angular da reta representa a
velocidade maxima de remog¢do (Vi) do 4cido lactobidnico (g.L'.min"). Conhecendo-se a
area de membrana utilizada (11cm?) e o volume da solugao (120mL), é possivel calcular o
fluxo molar (N) de 4cido lactobidonico permeado através da membrana (mmol.cm?.min™). O
valor da vn foi de 0,037gL'min’, resultando em wum fluxo molar de

1,13.10°mmol.cm?.min’.

4.3. Avaliacao do sistema de eletrodialise com diferenca de potencial constante

Os ensaios anteriores foram realizados em condi¢des de corrente constante. A ddp
elétrica aplicada variava ao longo do tempo. Com o aumento da ddp, ha um aumento na
resisténcia elétrica do sistema na interface da membrana, que pode ocasionar polarizacao por
concentragcdo, como conseqiiéncia, uma menor eficiéncia na utilizacdo da corrente (Ferraz,
1999; Arsand, 2001).

O efeito da aplicagdo de um potencial elétrico constante de 5, 15, 30 e 60V foi
avaliado para uma solu¢do de ALC 20g.L". Observou-se a varia¢do da condutividade elétrica

ao longo de 250min (Figura 18) nos diferentes potencias.
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Figura 18: Condutividade elétrica da solucdo de éacido
lactobidnico cristalizado (20g.L") em fun¢do do tempo para um
ensaio de eletrodialise com potencial constante de 5, 15, 30 e
60V.

Na Tabela 2 ¢ apresentada a recuperacdo do AL no compartimento anddico para o

mesmo sistema.

Tabela 2: Concentragéo e recuperagdo de acido lactobionico (AL) no compartimento anddico
em ensaio de eletrodialise com solugdo de 4cido lactobidnico cristalizado (20g.L™") e diferenga
de potencial (ddp) constante de 5, 15, 30 e 60V.

Concentragdo no compartimento Recuperacao (%)
Solugdes anddico (g.L™h
100min 250min 250min
5 0,79 1,95 11,6
15 2,73 6,53 38,7
30 2,32 4,87 29,2
60 1,87 4,63 26,9

Na Figura 18 o comportamento da condutividade elétrica apresentou-se como o
esperado, quanto maior a ddp, maior a variagdo e consequentemente maior a vm.. No entanto,
a recuperacdo de AL apresentou-se mais eficiente para a ddp de 15V com 38,7%. Para 5V a
recuperagao foi de 11,6%, para 30V foi de 29,2% e para 60V foi de 26,9%, apds 250min de

experimento.
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O comportamento do sistema de ED operado com diferentes valores de concentracao
da soluc¢do inicial de ALC em relacdo a ddp (15, 30 e 60V) foi avaliado, com excecdo a ddp
de 5V, pois esta condi¢do apresentou uma recuperacao de AL pouco significativa. A relagdo
entre a condutividade e a concentragdo da solug¢do de ALC (1, 5, 10, 20 e 30g.L™") para uma

ddp de 15V esta apresentada na Figura 19.
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Figura 19: Condutividade elétrica da solugdo de acido
lactobidnico cristalizado nas concentragdes 1, 5, 10, 20 e 30g.L™",
em funcdo do tempo para um ensaio de eletrodidlise com
potencial constante de 15V.

A condutividade decresceu ao longo do tempo e apresentou uma maior variagao para
as solugdes mais concentradas com até 70% de redugdo na concentragio de 30g.L”,
possivelmente devido a maior quantidade de ions presentes na solucao de maior concentragao.

Na Figura 20 ¢ apresentada a relagdo entre a condutividade elétrica e a concentragao

da solu¢do de ALC (1, 5, 10, 20 e 30g.L™") para uma ddp elétrica constante de 30V.
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Figura 20: Condutividade elétrica da solucdo de acido
lactobidnico cristalizado nas concentragdes 1, 5, 10, 20 e 30g.L",
em funcdo do tempo para um ensaio de eletrodidlise com
potencial constante de 30V.

O comportamento do ensaio com ddp de 30V foi semelhante ao observado para uma
ddp de 15V, com um decréscimo maior na variagdo da condutividade para as solugdes de
maior concentragdo. A redugdo na condutividade para a solugdo de 30g.L"' chegou a 80%.

Um ensaio de ED nas mesmas condi¢gdes foi realizado para uma ddp constante de

60V (Figura 21).
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Figura 21: Condutividade elétrica da solucdo de acido
lactobidnico cristalizado nas concentragdes 1, 5, 10, 20 e 30g.L™",
em funcdo do tempo para um ensaio de eletrodialise com
potencial constante de 60V.
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A redugdo na condutividade elétrica para a solugdo de ALC 30g.L" com ddp de 60V
foi de 85%, apresentando um decréscimo acentuado nos primeiros 50min de ensaio. Este
comportamento apresenta uma tendéncia precoce do sistema a estabilizacdo, possivelmente,
pelo aumento da velocidade de dissociacdo dos ions devido a aplicacdo de uma ddp muito
elevada.

Os resultados deste grupo de ensaios (Figuras 19, 20 e 21) foram analisados com
relagdo a varia¢do da velocidade maxima de redugdo da condutividade (vic) em fungao da

concentragdo inicial de ALC (Figura 22).
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Figura 22: Velocidade méxima de redug¢do da condutividade em
fungdo da concentracio da solugdo de acido Ilactobidnico
cristalizado (1, 5, 10, 20 e 30g.L™") para um ensaio de eletrodialise
com potencial aplicado de 15V em comparagdo a 30 e 60V.

A vme aumentou relativamente a ddp aplicada e a concentra¢do da solugdo de AL.
Para 15 e 30V, a v, manteve um comportamento semelhante, no entanto, para a ddp de 60V,
a Ve foi cerca de quatro vezes maior para a concentragdo de 30g.L™".

Na Figura 23, os dados anteriores sdo reapresentados relacionando-se os potenciais
testados (15, 30 e 60V) com a recuperagdo de acido lactobionico no compartimento anddico

em 400min.
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Figura 23: Acido lactobidnico recuperado no compartimento
anddico em fungdo dos potenciais (15, 30 e 60V) para um ensaio de
eletrodialise com uma solugdo de acido lactobidnico cristalizado nas
concentragdes (1, 5, 10, 20 € 30g.L") em 400min.

A condutivimetria subestimou os valores de concentracao. A recuperagdo de AL foi,
de um modo geral, semelhante para 15 ¢ 30 ¢ 60V. E possivel que formas ionizaveis mais
simples, como o NaCl, que tem maior mobilidade na passagem através da membrana, tenham
influenciado no valor da vp.

Como citado anteriormente, em funcdo da maior dissociagdo dos ions com a
utilizagao de um potencial elétrico elevado, foi calculada a resisténcia elétrica aparente (R.p)
através da medida do potencial e da correspondente corrente elétrica do sistema em cada
instante, através da relacdo entre potencial e corrente elétrica, segundo a equacdo (R = V.I'").

Na Figura 24 estdo apresentados os dados de resisténcia aparente do sistema de
eletrodialise para a condicdo de potencial constante de 15V em comparagdo a 30 e 60V,
sugerindo-se a utilizacao da ddp de 15V por oferecer uma menor resisténcia elétrica € menor

gasto de energia ao sistema.
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Figura 24: Resisténcia elétrica aparente do sistema de
eletrodialise com solugdo de 4cido lactobidnico 20g.L”', na
condicdo de potencial constante de 15V em comparacdo a 30 e
60V.

Entretanto, comparou-se cineticamente a remocdo de AL do compartimento
intermediario (Figura 25) e a recuperacdo de AL no compartimento anddico (Figura 26) com

uma solugdo de alimentag¢do de ALC 20g.L"', para a ddp de 15 € 30V.

18 4
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Figura 25: Acido lactobiénico no compartimento intermediario
em fung@o do tempo para um ensaio de eletrodidlise com uma
solugdo de 4cido lactobidnico cristalizado (20g.L") e potencial
constante de 15V e 30V.
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Figura 26: Acido lactobidnico recuperado no compartimento
anddico em func¢do do tempo para um ensaio de eletrodialise com
uma solugdo de 4cido lactobidnico cristalizado (20g.L") e
potencial constante de 15V e 30V.

A remogdo de AL do compartimento intermediario foi semelhante para os potenciais
de 15 e 30V, com 44,07% e 45,34%, respectivamente, em 250min. Entretanto, a recuperacao
no compartimento anodico foi maior para ddp de 15V com 38,7%, enquanto para a ddp de
30V foi de 29,44%.

Como ¢ mostrado na Figura 25, a reducdo na concentracdo de AL em func¢do do
tempo no compartimento de alimentagdo foi linear, com uma inclinacdo constante para ddp de
15 e 30V, resultando em uma vV, € N constantes de 0,029g.L'min’' e
8,8.10*mmol.cm™2.min™". Ferraz (1999) estimou a v, do gliconato de sodio (25g.L") na ddp de
30V em aproximadamente 0,28g.L"".min"', resultando em um fluxo molar de 6,9.10°
*mmol.cm™.min”', nove vezes maior que o fluxo de permeagdo do AL. Essa diferenca pode
estar associada a maior drea de membrana (56cm?) e ao fato de a molécula de gliconato de
s6dio (218g.mol") ser menor que a de AL (358g.mol™) e, assim, possuir maior mobilidade em
dire¢do ao anodo. Avaliando o transporte de acido lactico (90g.mol") através da membrana
AMX (Neosepta) em sistema de ED, Madzingaidzo et al. (2002) determinaram o valor de

fluxo em 5,6.10mmol.cm?2.min"".

Ix
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No presente trabalho utilizou-se 0 mesmo volume em todos os compartimentos e
uma area de membrana de 11cm?. Ferraz (1999), por sua vez, utilizou uma area de membrana
cerca de cinco vezes maior € um compartimento anddico com um volume quase trés vezes
maior que o do compartimento de alimentagdo. Para testar a hipdtese de que o fluxo de AL
para o compartimento anddico estivesse sendo limitado pelo volume do compartimento
anodico, foi realizado um novo ensaio em que o volume de solu¢do dos compartimentos

laterais era 2,5 vezes maior que o do sistema original (Figura 27).
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Figura 27: Condutividade elétrica em fung¢do do tempo para um
ensaio de eletrodialise com uma solucdo de acido lactobionico
cristalizado (20g.L™"), potencial de 30V e com diferentes volumes
do compartimento anddico (120 e 300mL).

A v, fo1 semelhante para ambos os sistemas. Para o sistema com volume de 120mL
em todos os compartimentos, a vue foi de 0,012mS.cm™.min” e com volume de 300mL nos
compartimentos anddico e catddico a vme foi de 0,009mS.cm”.min’. Em 250min, a
recuperagdao de AL no compartimento anodico para o sistema com volumes equivalentes foi
de 38,7%, enquanto que para o sistema com altera¢ao no volume dos compartimentos laterais

a recuperacao foi de 29,4%. Nessas condi¢des, descarta-se a hipotese da influéncia do volume



dos compartimentos, pois a recuperacdo de AL mostrou-se menos eficiente para o sistema

com 300mL.

4.4. Aplicacao do sistema de eletrodiilise na separacao do acido lactobionico das demais

substiancias presentes no processo de bioconversao

4

Como o objetivo principal desse trabalho ¢ separar o AL produzido em processo
biotecnolégico com Z. mobilis, os ensaios que seguem apresentam os resultados de
recuperagao para solugdes de ALC na presenca das demais substancias (sorbitol, lactose e
frutose) que sdo encontradas no meio de bioconversao, procurando-se avaliar os efeitos que
essas espécies ndo ionizaveis causariam no sistema de ED.

Na Figura 28 ¢ apresentada a condutividade para sistemas de ED com solugdes de
ALC e lactose, ALC e frutose, ALC e sorbitol e com todos os componentes da bioconversao,

com 20g.L" de cada componente, em compara¢do com uma solu¢do de ALC 20g.L™".
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Figura 28: Condutividade elétrica em fungdo do tempo para um
ensaio de eletrodidlise com solugdo de 4cido lactobidnico
cristalizado e lactose, acido lactobionico cristalizado e frutose,
acido lactobidnico cristalizado e sorbitol ¢ com todos os
componentes da bioconversdo, todos 20g.L"', em compara¢do a
uma solugdo de 4cido lactobidnico cristalizado 20g.L"' com
potencial constante de 15V.
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O comportamento da condutividade elétrica assemelha-se entre os sistemas,
apresentando uma vy, de aproximadamente 0,003mS.cm™.min™".

A medida da condutividade n3o correspondeu ao valor concentragdo por apresentar
mais de uma espécie, ainda que niao idnica na solugdo. Na Tabela 3 ¢ apresentada a

recuperagdo de AL no compartimento anoddico para 0 mesmo ensaio.

Tabela 3: Acido lactobidnico (AL) recuperado no compartimento anddico em um ensaio de eletrodialise
com solugdo de acido lactobiodnico cristalizado (ALC) e lactose (LACT), acido lactobidnico cristalizado e
frutose (FRUT), acido lactobidnico cristalizado e sorbitol (SORB) e com todos os componentes da
bioconversdo, na concentragio de 20g.L”', em comparagio a uma solugdo de 4cido lactobidnico
cristalizado 20g.L"' com potencial constante de 15V.

Concentragcdo no compartimento Recuperacao (%)
Solugdes anodico (g.L™h
100min 250min 250min

AL 1,60 4,59 26,30

AL+ LACT 1,57 4,06 244

AL + FRUT 1,50 4,20 24,05

AL + SORB 1,53 3,09 17,60

AL +LACT + FRUT+ SORB 1,18 2,57 16,15

A remocgao de AL ¢ afetada pela presenca dos componentes ndo ionicos. Para o
sistema simples a recuperagdo de acido lactobidnico foi de 26,3%. Para solu¢do de AL e
frutose e AL e lactose a recuperacdo foi aproximadamente 24%. No sistema com solu¢do de
AL e sorbitol a recuperacao foi de 17,6% e para o sistema com todos os componentes da
bioconversao a recuperacgao foi de 16,15%.

Resultados semelhantes foram apresentados por Ferraz (1999) em solugdes contendo
gliconato de sodio, glicose, frutose e sorbitol (25g.L"), que atribuiu a redu¢do de quase duas
vezes observada para o fluxo de gliconato de s6dio em sistema operado a 15V, ao aumento da
viscosidade da solu¢do. Entretanto, como a influéncia da concentracao das solucdes utilizadas
na viscosidade ndo foi tdo alta, outra hipdtese pode ser avaliada. E possivel que os
componentes nao idnicos (sorbitol, lactose e frutose), que ndo competem na passagem atraveés
da membrana por nao possuirem carga elétrica, tenham interferido no sistema transmembrana

por estarem dissolvidos no meio e promoverem colisoes.
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Como descrito nos itens 3.1.3 e 3.1.4, o processo de bioprodu¢do do acido
lactobionico consiste de quatro etapas: producao de células de Z. mobilis com alta atividade
enzimatica (GFOR/GL), concentragdo das células contendo as enzimas, permeabiliza¢ao e
imobiliza¢do e biotransformagdo de lactose e frutose (0,7mol.L™") em 4cido lactobidnico ¢
sorbitol, respectivamente. Os ensaios seguintes foram realizados utilizando os produtos
obtidos em ensaios de bioconversao.

Os primeiros ensaios de ED foram realizados alimentando-se diretamente o meio de
bioconversdo no compartimento de alimentacdo do sistema para detectar os possiveis
problemas do processo de separagdo em batelada. Os resultados foram pouco satisfatorios na
separacdo do AL (recuperacao inferior a 3%). Um dos fatores que pode ter influenciado
negativamente foi a alta viscosidade da solugdo de alimentacdo. No final da bioconversio a
concentragdo dos produtos foi de aproximadamente 200g.L' o que tornou a solug¢do
excessivamente viscosa e de dificil mobilidade através da membrana, podendo ainda resultar
em fouling. Outro provavel interferente foram as impurezas do meio, que poderiam ser
removidas com um pré-tratamento por microfiltracdo.

Assim, um novo ensaio foi realizado no qual o meio de bioconversao de 72h com
aproximadamente 165g.L"' de ALC, foi previamente diluido com agua deionizada (1:10) e
submetido a microfiltragdo com sistema Millipore ¢ membrana de acetato de celulose
Sartorius com poros de 0,45um, com o intuito de remover as impurezas do meio. Os
resultados de condutividade e concentragdo no compartimento anodico, para o ensaio de

300min e diferenga de potencial constante de 15V, estdo apresentados nas Figuras 29 ¢ 30.
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Figura 29: Condutividade elétrica em fun¢do do tempo para um
ensaio de eletrodialise com meio de bioconversdo (165g.L") e
potencial constante de 15V em 350min.

A condutividade apresentou um comportamento decrescente com o tempo, cOm Ve
de 0,0085mS.cm™.min'. Em comparagdo aos sistemas anteriores, o decréscimo da
condutividade nos primeiros 250min foi menos acentuado, ndo demonstrando tendéncia a

estabilizacao.
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Figura 30: Concentragdo de acido lactobidnico, lactose, frutose e
sorbitol no compartimento anddico em funcdo do tempo para um
ensaio de eletrodidlise com bioconversio (165g.L™") e potencial
constante de 15V em 350min.
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Como mostra a Figura 30, com 250min de ensaio obteve-se uma recuperacao de
acido lactobionico de 14% no compartimento anodico. Ainda que a recuperagdo tenha
apresentado uma eficiéncia baixa, em razdo das limitagdes do sistema, como area permeante
da membrana e tempo de ensaio, ¢ interessante ressaltar a especificidade da recuperagdo em
relacdo aos demais componentes da bioconversao que apresentaram-se praticamente
inalterados no compartimento anodico.

E possivel, que a dilui¢do da solugdo tenha promovido a dispersdo dos componentes
ndo idnicos que ofereceriam resisténcia ao transporte transmembrana. Além disso, a utilizagao
do processo de microfiltracdo foi eficiente na remocdo das impurezas que interferiam no
sistema. Na literatura diversos trabalhos mencionam a utilizagdo de pré-tratamentos para
bioprodutos de processos fermentativos, facilitando o processo de eletrodialise € melhorando
a qualidade do produto final. Reimann (2006) cita o uso de sucessivos passos para obtencao
do acido latico purificado: ultrafiltracdo, eluicdo em resina de troca idnica, eletrodialise com
membrana monopolar € com membrana bipolar e evaporagdo. Segundo o autor, o nimero de
passos influencia fortemente na qualidade e no custo do produto final. Com esta afirmacao,
torna-se justificavel a utilizacdo de tecnologias limpas e processos de pré e pds-tratamentos
para o acido lactobidnico, ja que o valor do produto, com 97% de pureza, ¢ de

aproximadamente U$ 200/kg, ndo incluidos os custos de importagao.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados alcancados neste trabalho, podem ser relacionadas as

conclusdes relacionadas a seguir.

« A velocidade maxima de redugdo da condutividade (vm.) foi maior para o gliconato de
sodio em comparacdo ao acido lactobionico cristalizado (ALC), possivelmente por
apresentar uma estrutura molecular menor, facilitando a mobilidade através da membrana.

« Sob intensidade de corrente constante, a recuperacdo de AL presente em uma solugao
padrio de ALC (20g.L") foi de 60%, em 800min, observando-se forte declinio da
velocidade a partir de aproximadamente 250min. Nestas condi¢des, a ddp aplicada cresceu
ao longo do tempo, resultando em aumento na resisténcia elétrica do sistema.

« Sob ddp constante, a vi,c aumentou com o valor de ddp aplicado (5, 15, 30 e 60V). No
entanto, a recuperacao de AL foi maior para a ddp de 15V, com 38,7%, em comparacao
ao ensaio realizado a 30V com 29,4%. Estes resultados mostram que a avaliagdo por
condutivimetria subestima os valores de concentragdo para o sistema operado com
diferentes valores de ddp.

+ A variacdo da concentracdo de ALC em fungdo do tempo no compartimento de
alimentacdo do sistema de ED, para os potenciais de 15 e 30V, resultou em uma
velocidade maxima de remogdo e fluxo constantes de 0,029¢.L'.min' e
8,8.10"mmol.cm™.min"', comparaveis com a literatura para o transporte de acido lactico e
gliconato de sodio.

« A presenca de componentes ndo i0nicos no sistema influenciou negativamente o
transporte transmembrana, diminuindo a velocidade méaxima de redu¢do da condutividade

e a recuperacao de AL. Para o sistema simples, a recuperagdo de AL foi de 26,3%,
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enquanto que para solucdes de ALC e frutose e ALC e lactose a recuperagdo foi
aproximadamente 24%. No sistema com solu¢do de ALC e sorbitol, a recuperagdo foi de
17,6% e para o sistema com todos os componentes que estariam presentes no processo de
bioconversdo a recuperagao foi de 16,15%.

Comportamento semelhante foi observado quando o sistema de ED foi alimentado com o
meio reacional real do processo biotecnologico, observando-se um efeito negativo
causado pelas impurezas do bioprocesso, que foi minimizado pela utilizagdo de pré-

tratamento em sistema de microfiltracao.

Para a continuagao deste trabalho, prevé-se a realizagdo de estudos envolvendo a:
separagcdo por ED de 4cido lactobidnico presente em meios de bioconversao apos pré-
tratamentos em sistemas de micro ou ultrafiltragao;
separagdo por ED de acido lactobidnico simultaneamente ao bioprocesso de producao;
avaliacdo do acoplamento dos sistema de ED e cromatografia em fase liquida para a

recuperagao de todos os produtos e substratos do processo.
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Anexo
Defini¢cao do método de determinagdo de acido lactobidnico, sorbitol, lactose e frutose por

cromatografia em fase liquida (HPLC)

Na literatura, a eficiéncia da cromatografia em fase liquida (HPLC) tem sido
estudada na separacdo e na quantificacao de carboidratos e alguns acidos organicos. Simms et
al. (1994) demonstraram a completa separacdo de lactose, acido lactobidnico e
lactobionolactona, utilizando uma coluna Cyclobond I. Li & Fritz (2002) separaram &cidos
organicos e bases por cromatografia liquida utilizando modificadores organicos, buscando
melhores condigdes de separagdo. A coluna utilizada para separagdo de acidos organicos foi
Supelcosil LC-18 e para separacao das bases a coluna foi preparada em laboratério usando
uma resina macroporosa (Transgenomic CA, USA). Novalic et al. (2000) relatam a
determinagdo da concentracdo de acido gliconico por HPLC, utilizando a coluna AMINEX
HPX 87H (Bio-Rad Labs, CA, USA), porém ndo foram referidas as condigdes analiticas de
utilizacdo da coluna.

Neste trabalho, os testes visando a definicdo das condigdes de analise com a coluna
AMINEX HPX 87H (Bio-Rad Labs, CA, USA) foram conduzidos levando-se em
considera¢do as especificacdes fornecidas pelo fabricante. Com base nestas informagoes,
algumas variacdes foram analisadas, como o uso de diferentes concentragdes da fase movel
(solugdo aquosa de H,SO,), de vazdo do eluente e temperaturas de analise. Os ensaios foram
realizados com amostras de solugdes de lactose, frutose, sorbitol e acido lactobidnico, grau
p.a., na concentragdo de 10g.L™".

A Tabela A, apresenta as recomendagdes do fabricante e as condi¢des de otimizagdo
da andlise, para vazdo constante e concentragdo da fase movel varidvel. As variagdes na

concentragdo da fase movel foram realizadas, atentando ao valor resultante do pH e pressao
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(1.500psi ou 103bar), que deve estar dentro da faixa de operacdo da coluna, para ndo

comprometer a eficiéncia analitica da mesma.

Tabela A;: Recomendagdes do fabricante para coluna AMINEX HPX 87H e varia¢des na
concentracao da fase movel.

Condig¢des tipicas de operacdo da coluna AMINEX HPX 87H
Fase movel tipica Temperatura (°C)  Vazdo (mL.min™) pH
5mmol.L" de H,SO, até 65°C - faixal-3
Condigoes de otimizagdo da analise
Fase movel (mmol. L' de H,SO,)  Temperatura (°C)  Vazdo (mL.min™") pH

5 30 0,55 1,9
12,5 30 0,55 1,7
0,5 30 0,55 2,8

Para as trés concentragdes testadas para a fase movel, houve a sobreposi¢ao dos
picos, principalmente entre os pares, lactose/acido lactobidnico, e frutose/sorbitol, que
possuem tempos de retengdo muito proximos. Houve uma melhora sensivel para a fase movel
de H,S0,0,5mmol.L".

Nos testes seguintes manteve-se constante a concentracdo da fase moével em

0,5mmol.L" de H,SO, e variou-se a vazio. O efeito da temperatura também foi avaliado.

Tabela A,: Varia¢des de temperatura e vazao para coluna AMINEX HPX 87H.

Condigao Fase movel Temperatura ~ Vazdo (mL.min™) pH
(mmol.L"' de H,SO.) (°C)

1 0,5 30 0,55 2,8

2 0,5 60 0,55 2,8

3 0,5 60 0,7 2,8

4 0,5 60 0,6 2,8

Observou-se que com o aumento da vazao da fase movel houve uma reducao no
tempo de retencdo das amostras. Para a lactose, por exemplo, o tempo de retencdo para a
vazdo de 0,55; 0,6 ¢ 0,7mL.min" foi respectivamente de 8,32min; 7,64min e 6,56min. Essa
redu¢do no tempo retengdo resultou em picos com melhor definicdo. Comparando-se as
condigdes 1 e 2 da Tabela A, acima, houve uma melhora significativa na separagdo com o

aumento da temperatura para 60°C.
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Optou-se por utilizar o vazdo de 0,6mL.min" de H,SO, 0,5mmol.L'por resultar em
uma menor pressao para o sistema (61bar) e temperatura de 60°C, pois ja se encontrava
préxima a condi¢do limite de operacdao. Nessas condi¢cdes ndo houve a separacdo completa
dos componentes, de modo que, para a quantificagdo dos componentes da mistura optou-se
por utilizar as alturas dos picos, que apresentavam boa simetria, € ndo a integragdo das areas
sob as curvas. A figura abaixo apresenta o cromatograma de separacao do acido lactobionico,

lactose, frutose e sorbitol, nas melhores condi¢des definidas para esse sistema.

—— (1) AL hidrol. 10g/L.
300000 | (2 Lact 109 78464
—— (@) Frut TogL
—— @S 10gL 7452 H(Z) 8708
250000 (1) @) "o
4)
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0 6 8 10 12

Tempo de retengao (min)

Figura A;: Separagdo por HPLC do acido lactobionico comercial
hidrolisado, lactose, frutose e sorbitol (10g.L") com uma coluna
AMINEX HP 87H, vazio de 0,6mL.min"", 60°C e fase mével de
0,5mmol.L"' de H,SO..

Com a determinagdo da melhor condicdo de utilizagdo da coluna realizou-se a
calibragdo do equipamento. Foram utilizadas solu¢des padrao p.a. de lactose, frutose, sorbitol
e acido lactobidnico. O acido lactobionico comercial da marca Acros Organics apresentou no
cromatograma um pico duplo, anterior ao pico caracteristico do acido lactobionico. A figura
seguinte apresenta a analise feita com o acido lactobidnico comercial hidrolisado e nao

hidrolisado.
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Figura A,: Separagdo por HPLC do acido lactobidnico comercial
hidrolisado em comparagdo ao acido lactobiénico comercial ndo
hidrolisado (10g.L") com uma coluna AMINEX HP 87H, vazéo de
0,6mL.min"', 60°C e fase mével de 0,05mmol.L"' de H,SO..

Possivelmente o produto comercial apresentava-se, em parte, na forma de lactona.
Para a remocao desse pico realizou-se uma hidrélise alcalina, elevando-se o pH da solugdo
com NaOH, a um valor entre 11 e 12. Apds a hidrolise, o pH da solugdo foi ajustado

novamente para 2-3 com o eluente (H,SO.).

Posteriormente, &cido lactobidnico com grau de pureza acima de 99%, foi produzido
por bioprocesso com a bactéria Zymomonas mobilis, cristalizado e purificado no Laboratorio
de Processos Biotecnologicos 2 do IB/UCS, passando a ser utilizado como padrdo para a

cromatografia.
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